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Im Rahmen der multimodalen Tumortherapie werden Patienten mit 
Plattenepithelkarzinomen im Kopf- Hals- Bereich präoperativ 
radiotherapeutisch behandelt. Das Risiko eines Lokalrezidivs wird verringert 
und der Anteil kurativ intendierter Resektionen erhöht. Die Rekonstruktion der 
strukturellen Defekte ist aufgrund des Auftretens von Wundheilungsstörungen 
problembehaftet. Durch Bestrahlung sind die Vaskularisation des 
Transplantatlagers verrringert und die Kollagensynthese gesteigert. Die 
Gewebearchitektur verändert sich und die Regulation des Zytokinnetzwerkes 
wird durch die Radiotherapie ebenso beeinflusst wie intrazelluläre und 
intranukleäre Signaltransduktionswege. Hierbei sind die Vaskularisations- und 
Fibroserelevanten Zytokine von besonderem Interesse. Ein Schlüsselelement 
ist TGFbeta, da es sowohl Wundheilung und Vaskularisation, wie auch Zell- 
Matrix- Interaktionen beeinflusst. Allerdings finden sich in der 
Signaltransduktion eine Reihe nachgeschalteter Mediatoren von TGFbeta, die 
auch TGFbeta- unabhängig aktiviert werden. Dazu gehört Akt. Als 
nachgeschalteter Effektor der PI3Kinase im Zytoplasma beeinflusst Akt 
Gewebedifferenzierung (EMT), Zellmotilität, Zellwachstum, Apoptose und 
Fibrose. Diese Vorgänge unterliegen dem Einfluss der Radiotherapie und 
werden durch diese beeinträchtigt. Zurzeit herrscht noch Unklarheit über das 
Ausmaß der  TGFbeta- unabhängigen Akt- Aktivierung im Rahmen von 
TGFbeta- Modulationen. Ziel der Arbeit ist die vergleichende, semiquantitative 
Bestimmung von phosphoryliertem Akt in bestrahltem und unbestrahltem 
Gewebe. Darüber hinaus soll geklärt werden, ob Akt im Einflussbereich einer 
Antagonisierung von TGFbeta, im Rahmen eines antifibrotischen 
Therapieansatzes, liegt. 
Das zu Beginn der Dissertation bereits vorliegende Material wurde mit Hilfe 
des semiquantitativen Westernblots mit normalisierter Proteinratio untersucht. 
Damit ist die quantitative Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewährleistet. 
Die unbestrahlten Proben vom 0. Tag zeigen keine Veränderung der p-Akt 
Expression, während die Expression von phospho- Akt in vorbestrahlten 
Proben signifikant erhöht ist. Eine unverändert hohe Expression ist auch am 3. 
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postoperativen Tag festzustellen. Die anti- TGFbeta Behandlung hat weder 
am 3. noch am 28. Untersuchungstag Einfluss auf die Expression von p-Akt. 
Die Expression von p-Akt ist am 14. postoperativen Tag in den unbestrahlten 
Proben rückläufig und in den präoperativ bestrahlten Proben unverändert 
hoch. Im weiteren Verlauf bis zum 28. Tag kann kein Expressionsrückgang in 
den bestrahlten Proben verzeichnet werden. 
Die bereits bekannte Radioinduzierbarkeit von p-Akt konnte anhand des 
eigenen Probenmaterials bewiesen werden. Die Antagonisierung von 
TGFbeta scheint keinen Einfluss auf die p- akt Expression zu haben. Damit ist 
die Möglichkeit der Fibrosereduktion durch anti-TGFbeta nicht suffizient, da 
die der Fibrose zugrunde liegende EMT durch Akt aufrechterhalten werden 
kann. Es ist bekannt das Fibrose auch TGFbeta- unabhängig möglich ist. Hier 
spielt Akt eine Rolle, da gezeigt wurde, dass es nicht durch Smad- Modulation 
beeinflussbar ist. Deshalb kann vermutet werden, dass Akt die Fibrosierung 
vorbestrahlter Wundareale, trotz Antagonisierung von TGFbeta, unterhält. 
Hinzu kommt die ohnehin erhöhte Expression von p- akt nach Bestrahlung. 
TGFbeta ist ein zentraler Mediator der Kollagendeposition und ein 
Hauptakteur der Fibrose. Es existieren Beweise das PI3K/AKT zum einen 
TGFbeta nachgeschaltet aktiviert werden kann. Zum anderen wurde auch eine 
direkte Interaktion von TGFbeta-Rezeptorkomplex und PI3K gezeigt. 
Darüberhinaus hat eine Studie gezeigt das in Fibroblasten die PI3K- 
Aktivierung in Reaktion auf TGFbeta die Smad2/3- Phosphorylierung, nukleäre 
Translokation und Transkriptionsaktivität nicht beeinflusst. Durch die 
Untersuchungen von Bujor et al. 2008 wurde bestätigt, das  in humanen 
dermalen Fibroblasten die Smad2/3- Aktivierung durch Inhibierung von Akt 
nicht beeinflusst wird. Obwohl in vorangegangenen Studien berichtet wurde, 
das PI3K in die TGfbeta-Regulation der Kollagen- Gen- Expression involviert 
ist, wurde in oben genannter Studie bewiesen, das die Blockade von Akt der 
TGFbeta- Kollagen- Induktion nicht vorbeugen konnte. 
Mithilfe der Ergebnisse könnte ein neuer Therapieansatz zur Antifibrose im 
vorbestrahlten Gewebe entstehen. Möglicherweise ist die Inhibition von Akt 





2.1. Klinischer Hintergrund 
 
Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf- Hals- Bereich werden im 
Rahmen der multimodalen Tumortherapie präoperativ radiotherapeutisch 
behandelt. Diese Maßnahme verringert das Risiko eines Lokalrezidivs und 
erhöht den Anteil kurativ intendierter Resektionen. Um die entstandenen 
strukturellen Defekte funktionell und ästhetisch zu rehabilitieren, werden freie 
Hart- und Weichgewebetransplantate eingesetzt. Sie werden in defektfernen 
Spenderarealen gehoben und mikrochirurgisch an Anschlussgefäße im 
Resektionsbereich anastomosiert. 
Ein Erfolg der rekonstruktiven Eingriffe ist jedoch problembehaftet, da im 
vorbestrahlten Gewebe in unterschiedlichem Ausmaß Wundheilungsstörungen 
auftreten (Herskind et al. 1998, Langberg et al. 1994),die zum Einen der 
Bestrahlung selbst, als gewebeschädigenden Faktor, und zum Anderen der 
radioinduzierten Dysregulation des komplexen Zytokinnetzwerkes geschuldet 
sind. Es kommt vor, daß ein über den Gefäßstiel gut perfundiertes 
Transplantat im bestrahlten Transplantatlager unter dem Bild fibrotischer 
Veränderungen im Übergangsbereich verzögert oder gar nicht einheilt. 
Durch Bestrahlung ist die Vaskularisation des Transplantatlagers verrringert 
und die Kollagensynthese gesteigert. 
Das Risiko des Transplantatverlustes ist im Vergleich zum Einsatz freier 
Transplantate im nicht vorstrahlten Lager erhöht (Aitasalo et al. 1997). 
 
Abb.1: Patientin mit Plattenepithel-Karzinom des Mundbodens, Zustand nach 
ablativer Therapie mit mikrovaskulärem Gewebeersatz und perkutaner adjuvanter 
Radiatio (65 Gy); cervikale Wundheilungsstörung im Rahmen der ersten Folge-OP 
(Augmentation)mit erneuter protrahierter Wundheilung bei Folgeeingriff 
(Materialentfernung) als Zeichen der lokalen Gewebealteration im Sinne einer 
Strahlenfibrose  Quelle: Fotoarchiv der Klinik und Poliklinik für Mund- Kiefer- 
Gesichtschirurgie/ Plastische Chirurgie der Universität Jena 
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Diesem klinischen Problem entsprechen auf biologischer Ebene die Abnahme 
der Gesamtzellzahl und die Erhöhung der Apoptoserate. Die Anzahl der 
Gefäße ist reduziert und der Kapillardurchmesser nimmt ab. Es ist eine 
Veränderung der Gewebezusammensetzung zu verzeichnen. 
Epithelzell- und Endothelzelldegeneration sind weitere Folgen der 
Bestrahlung. Die Anzahl der Fibroblasten ändert sich kaum, sie gehen aber 
zur gesteigerten Kollagensynthese über. 
Subzellulär sind die Zell- Matrix- Interaktion und die Regulation des 
Zytokinnetzwerkes durch die Radiotherapie ebenso beeinflusst wie 
intrazelluläre und intranukleäre Signaltransduktionswege. 
Hierbei sind die Vaskularisations- und Fibroserelevanten Zytokine von 
besonderem Interesse. TGF beta kommt eine Schlüsselrolle zu, da es 
multifunktional an der Steuerung der Wundheilungsphasen beteiligt ist und 
sowohl Einfluss auf die Vaskularisation, als auch auf die Zell- Matrix- 
Interaktionen und somit auf die Gewebearchitektur hat. 
Allerdings finden sich in der Signaltransduktion eine Reihe nachgeschalteter 
Mediatoren von TGFbeta, die auch TGFbeta- unabhängig aktiviert werden. 
Dazu gehört AKT. Als nachgeschalteter Effektor der PI3Kinase im Zytoplasma 
beeinflusst AKT viele wichtige Prozesse in der Zelle. So zum Beispiel die 
Regulierung von  Gewebedifferenzierung( EMT), Zellmotilität, Zellwachstum, 
Apoptose und Fibrose. Diese Vorgänge unterliegen dem Einfluss der 
Radiotherapie und werden durch diese beeinträchtigt. Zurzeit herrscht noch 
Unklarheit über das Ausmaß der  TGFbeta- unabhängigen Akt- Aktivierung im 
Rahmen von TGFbeta- Modulationen. 
Zur Evaluierung antifibrotischer Therapieansätze zur Optimierung der 
Wundheilung im vorbestrahlten Lager ist die vergleichende, semiquantitative 













2.2.1. Bestrahlungsfolgen in Abhängigkeit von der Dosis  
 
Beim Einsatz von Weichgewebstransplantaten im vorbestrahlten Gewebe im 
Rahmen der rekonstruktiven Tumorchirurgie treten in unterschiedlichem 
Ausmaß Wundheilungsstörungen auf (Bernstein et al. 1994, Peat et al. 1994, 
Wie et al. 1998). Das Risiko eines Transplantatverlustes ist im Vergleich zum 
Einsatz freier Transplantate im nicht vorbestrahlten Lager erhöht (Aitasalo et 
al. 1997).  
Die Ursache für den frühzeitigen Transplantatverlust liegt in einem 
vermehrten Thromboserisiko begründet, bedingt durch Mediafibrosierung und 
Intimadegeneration in den vorbestrahlten Anschlußgefäßen (Aitasalo et al. 
1994, Aitasalo et al. 1997). In der bestrahlten Gefäßwand ist die Anzahl 
glatter Gefäßmuskelzellen vermindert, die Kollagensynthese dagegen 
vermehrt  
(Antonakopoulos et al. 1982, Illsley et al. 2000). In Untersuchungen am 
eigenen Patientengut im Rahmen mikrochirurgischen Gewebetransfers zur 
Rekonstruktion nach ablativer Tumorchirurgie konnte eine dosisabhängige 
Intimadegeneration und Mediahyalinisierung vorbestrahlter Gefäße gezeigt 
werden (Schultze- Mosgau et al. 2000). 
 
2.2.2. Epithelial- Mesenchymale Transition (EMT) 
 
Als Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet man den 
Übergang von Epithelzellen in Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften. Sie 
ist ein wichtiger Prozess während der Entwicklung und Onkogenese, während 
dessen Epithelzellen Fibroblasten- ähnliche Eigenschaften erlangen und 
reduzierte interzelluläre Adhäsion und gesteigerte Motilität zeigen. 
Die Rolle der EMT für die Fibrogenese wurde aktuell anhand von progressiven 
Nierenerkrankungen, in deren Folge es zu Organfibrosen kommt, untersucht. 
Während der renalen Fibrogenese stammen rund 36% der aktivierten 
Fibroblasten aus lokaler EMT, der verbleibende Rest wird aus dem 
Knochenmark und lokaler Proliferation abgeleitet (Iwano et al. 2002). Auch für 
die Assoziation der EMT mit pulmonalen Fibrosen gibt es Beweise (Chilosi et 
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al. 2003). Dies macht die Relevanz der EMT für die Genese von 
Organfibrosen deutlich. 
Epitheliale und mesenchymale Zellen repräsentieren zwei der Hauptzelltypen 
des Menschen. Epitheliale Zellen sind charakterisiert durch (I) kohäsive 
Interaktionen zwischen Zellen, die die Formation kontinuierlicher Zelllagen 
erleichtern;(II) die Existenz dreier Membrandomänen: apikal, lateral und basal; 
(III) die Anwesenheit von tight junctions zwischen apikalen und lateralen 
Domänen, (IV) die apikobasal polarisierte Anordnung verschiedener 
Organellen und Komponenten des Zytoskeletts; und (V) das Fehlen von 
Mobilität der einzelnen Epithelzelle im Hinblick auf ihre lokale Umgebung. 
Multizelluläre mesenchymale Bauweise unterscheidet sich von multizellulärer 
epithelialer Bauweise durch: (I)  das Auftreten von lockeren oder nicht 
vorhandenen  
Interaktionen zwischen den Zellen, sodass keine kontinuierliche Zellschicht 
ausgebildet werden kann; (II) undeutliche laterale und apikale Membranen; 
(III) fehlende apikobasale Polarisation der Zellorganellen und 
Zytoskelettbestandteile; und (IV) freibewegliche Zellen, die auch invasive 
Eigenschaften besitzen können. 
Während der Entwicklung können gewisse Zellen durch Vorgänge eines straff 
regulierten Prozesses, vom epithelialen zum mesenchymalen Status 
übergehen.  
Dieser Prozess, der mit einer Vielzahl zellulärer und molekularer Ereignisse 
assoziiert ist, wird EMT genannt. 
Ein kritisches molekulares Merkmal der EMT ist die Herunterregulation von E-
Cadherin. Das Zelladhäsionsmolekül ist ein Calcium- abhängiges 
Transmembran- Glykoprotein, lokalisiert in der Plasmamembran der meisten 
Epithelzellen embryonaler und adulter Gewebe. Auch das vermehrte Auftreten 
der Mesenchym- spezifischen Proteine Vimentin und Desmoplakin (Grille et al. 




Abb. 2: zelluläre Modifikationen während der EMT(Schema)    Quelle: Larue, 
Bellacosa 2005 
 
Grunsätzlich ist die EMT reversibel und die Zellen können dem reziproken 
Mechanismus der mesenchymal- epithelialen Transition (MET) 
(Abb.2)unterliegen.  
Die EMT hat essenzielle Bedeutung für die Differenzierung von Geweben 
während der Embryogenese. Die Mechanismen der EMT treten in einem der 
frühesten Entwicklungsprozesse, bei der Entstehung des Mesoderms in der 
Phase der Gastrulation auf (Sanders und Prasad 1989). Darüber hinaus sind 
sie in späteren Stadien der Embryonalentwicklung an der Formation der 
Neuralleiste, an der Herzentwicklung und der Entstehung des Gaumens 
beteiligt (Larue und Bellacosa 2005). 
Die epithelial- mesenchymale Phänotypänderung ist ein gemeinsames 
Phänomen der Embryonalentwicklung, der Wundheilung und der 
Tumormetastasierung. Die entstehenden Zellen zeigen gesteigerte Motilität 
und reduzierte interzelluläre Adhäsion. 
Der Rückgriff auf die EMT während der Gewebeheilung ist Ausdruck partieller 
Redifferenzierung. Dieser Mechanismus ist im Rahmen von 
Stoffwechselerkrankungen, wie Diabetes mellitus, bei Hypertonie und in 
bestrahlten Geweben beeinträchtigt (Toker 2000). Es treten 
Wundheilungsstörungen auf, deren Ursache in der Dysregulation der EMT zu 
suchen ist. Durch die veränderten extrazellulären Bedingungen wird ein 
Wandel der intrazellulären Transkriptionskontrolle des epithelialen Phänotyps, 
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über die Aktivierung verschiedener spezifischer Transkriptionsfaktoren, 
generiert (Savagner 2001). 
Die TGFbeta- Superfamilie umfasst viele kleine multifunktionale Proteine, die 
zelluläres Wachstum, Migration und Differenzierung während der 
Embryogenese, wie auch postnatal kontrollieren (Massague 1998, Massague 
2000, Whitman 1998). 
So ist zum Beispiel TGFbeta3 ein essentieller Wachstumsfaktor für die 
Induktion der EMT während der embryonalen Gaumenentwicklung (Kang und 
Massague 2004, Kang und Svoboda 2005). 
Als ein weiterer nachgeschalteter Effektor von TGFbeta wurde die PI3- Kinase 
in der TGFbeta vermittelten EMT identifiziert (Bakin et al. 2000, Metzner et al. 
1996). Diese aktiviert über Phosphorylierung die PDK1, deren Ziel die PKC 
(protein kinase C) (Pullen et al. 1998)und die Proteinkinase B (AKT) 
(Burgering und Coffer 1995)sind. 
Es wurde gezeigt, das TGFbeta die Phosphorylation von Akt über die PI3K 
stimuliert (Bakin et al. 2000). Die daraus resultierenden molekularen 
Mechanismen, wie Reorganisation von Aktin- Fasern und Translokalisation 
von E- Cadherin, wurden begleitet von der Transition kubischer Zellen zu einer 
spindelzelligen Morphologie. Beide Ereignisse, auf zellulärer wie auf 
molekularer Ebene, konnten durch den PI3K- Inhibitor LY2940002 und einen 
Kinase- inaktiven Akt- Mutanten inhibiert werden. Im Gegensatz dazu konnte 
durch Smad3- Hemmung  kein gleichwertiger  Effekt erzielt werden. Daraus 
resultiert die Erkenntnis, das die TGFbeta- vermittelte EMT Smad- unabhängig 
ist (Bhowmick et al. 2001). Das widerspricht früheren Berichten, die dem 
Smad- Signalweg eine Rolle bei der Vermittlung der TGFbeta- induzierten 
EMT zusprachen (Piek et al. 1999).  
Weiterhin scheint Rho A als PI3K/AKT- vorgeschaltete GTPase eine Rolle zu 
spielen (Bakin et al. 2000)(Abb.3). 
Betrachtet man aber die verlangsamte Kinetik der Akt- Phosphorylierung 
(30min- 2h), besteht eine weiter Möglichkeit der Akt- Aktivierung. Nicht direkt 
vermittelt durch die Typ I-III TGFbeta- Rezeptoren, sondern womöglich durch 
die autokrine Sekretion von Wachstumsfaktoren der EGF- Familie mit 
konsequenter Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen (Abb.3), wie es für 
Hepatocyten von Ratten gezeigt wurde (Murillo et al. 2005). 
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Im Tiermodell wurden auch andere Signalwege beschrieben, die zu EMT 
führen (Boyer et al. 2000)(Abb.3). 
Verschiedene Wachstumsfaktoren (FGF, EGF, TGF alpha, IGF)sind in der 
Lage EMT zu induzieren, indem sie an Rezeptortyrosinkinasen binden 
(Gavrilovic et al. 1990, Morali et al. 2001). 
Der intrazelluläre Signalweg wird von nachgeschalteten Effektoren aus der 
SRC- Familie und Ras bestritten (Boyer et al. 2000)(Abb.2). 
Nachgeschaltete Effektoren dieses Weges sind Jun und Fos (Boyer et al. 
1997), sowie PI3K selbst (Abb.3). 
Trotz der sehr unterschiedlichen physiologischen und pathologischen 
Situationen während der Embryogenese, Wundheilung oder 
Tumormetastasierung scheinen die letzten, den Phänotyp kontrollierenden 
Effektoren  dieselben oder zumindest ähnlich zu sein. 
Es gibt zunehmende Berichte, das Twist (Kang und Massague 2004), Snail 
(Cano et al. 2000, Ip und Gridley 2002, Ohkubo und Ozawa 2004)und Slug 
(Bastidas et al. 2004, Del Barrio und Nieto 2004) die Transkriptionsfaktoren 
sind, die die EMT kontrollieren. Dies geschieht auf dem Weg der Regulierung 
von Zelladhäsionsproteinen, obwohl die oberflächlichen Rezeptoren für 
Wachstumsfaktoren und deren nachfolgende Signaltransduktionswege den 
Transkriptionsfaktoren vorgeschaltet sind (Kang und Massague 2004). 
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Aus dem Vergleich der bekannten Signalwege lässt sich die dominante Rolle 
von TGFbeta ableiten. Doch es wurde auch gezeigt, das EMT TGFbeta- 
unabhängig induziert werden kann.  
Ein wichtiger Vermittler der EMT ist Akt. Als nachgeschalteter Effektor der 
PI3Kinase im Zytoplasma beeinflusst Akt viele wichtige Prozesse in der Zelle. 
15 
2.2.3. Der PI3Kinase /Akt –Signalweg 
 
Der PI3K/Akt -Weg ist einer der wichtigsten Signalwege, die das Zellwachstum 
regulieren (Vivanco und Sawyers 2002).Er vermittelt eine Vielzahl an 
Zellantworten auf extrazelluläre Stimulation durch Peptid-Wachstumsfaktoren 
und Hormone. PI3K/Akt beeinflusst das Überleben und den Zelltod zur 
gleichen Zeit, zusätzlich zu anderen grundlegenden Zellfunktionen wie dem 
Wachstum, der Motilität, der Differenzierung und der Insulin-Aktivität (Abb.4). 
16 
 
Abb.4: Akt- Signalwege         Quelle: Cell Signaling Technology, Inc 
 
Die Dysregulation dieses Weges geht mit Krankheiten wie Krebs und Diabetes 
einher (Toker 2000). 
 
Die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) befindet sich im Zytoplasma. Es 
existieren zwei Typen der PI3-Kinasen:Typ A und B. Sie bestehen jeweils aus 
einer katalytischen und einer regulatorischen Untereinheit und unterscheiden 
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sich in der Art der Aktivierung. Typ A wird durch Rezeptor- Tyrosin- Kinasen 
aktiviert, indem das Adaptorprotein der regulatorischen Untereinheit 
Phosphotyrosine über die SH2-Domäne bindet (Myers und White 1993, 
Yamamoto et al. 1992). Typ B ist seltener und besitzt eine differente 
regulatorische Untereinheit und wird durch den βγ-Komplex eines Ligand- 
aktivierten G-Proteins aktiviert. Die katalytische Untereinheit ist in beiden 
Fällen gleich. Sie besitzt eine Bindungsstelle für aktiviertes Ras. Darüber ist 
die direkte Stimulation durch Ras möglich. 
Ist die PI3-Kinase aktiviert, so katalysiert sie die Phosphorylierung von 
Inositol- Phospholipiden an Position 3 des Inositolringes. Die entstehenden 
Lipide PI(3, 4)P² und PI(3, 4, 5)P³ agieren als Andockstationen für 
intrazelluläre Signalproteine und bilden Signalkomplexe mit diesen. Auf 
diesem Weg wird ein Signal von der Zelloberfläche in deren Inneres 
übertragen. 
Die Inaktivierung der Phospholipasen erfolgt durch spezifische Inositol- 
Phospholipid- Phosphatasen (PTEN). 
Akt ist eine Schlüsselkomponente des PI3K/Akt-Signalweges (Franke et al. 
1997). 
Akt wird als nachgeschalteter Effektor der PI3K von verschiedenen 
Wachstumsfaktoren wie EGF, IGF, Insulin und TGFbeta aktiviert/beeinflusst. 
Die Bindung PI3K-generierter Phospholipide an  die PH-Domäne (Pleckstrin 
homology) von Akt resultiert in einer Konformitätsänderung und in der 
Translokation von Akt aus dem Zytoplasma an die lumenseitige 
Plasmamembran, wo es durch PDK1 phosphoryliert wird (Andjelkovic et al. 
1996) (Abb.5). 
Die Schlüsselmediatoren des PI3K/Akt-Signalweges stammen aus der ACG- 
Superfamilie der Serin/Threonin Proteinkinasen. Die meisten Mitglieder dieser 
Gruppe benötigen eine aktivierende Phosphorylierung. 1997 wurde die PDK-1 
(phosphoinositide-dependent kinase 1) entdeckt. Sie ist verantwortlich für die 
doppelte Phosphorylierung von Akt. Akt wird zum Einen  an Thr308 (activation 
loop) und zum Anderen an seinem hydrophoben Carboxyl- Ende Ser473 
phosphoryliert, wobei beide Phosphorylierungen Mitose- und PI3K- abhängig 
sind (Alessi et al. 1997, Stokoe et al. 1997). PDK-1 stellt in diesem 
Zusammenhang eine vorgeschaltete Kinase für Thr308 dar. 
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Abb. 5: Akt- Aktivierung      Quelle: Toker et al. 
2000 
 
2.2.4. Vorkommen und Funktion von Akt 
 
Nach Aktivierung gelangt Akt zurück ins Zytoplasma, wo es eine Vielzahl von 
nachgeschalteten Substraten phosphoryliert, die in die Regulierung von 
Zellbewegung, Zellfortbestand und Zellwachstum involviert sind (Cantley 
2002, Vivanco und Sawyers 2002). 
Es kann die Transkription der Gene hemmen, die pro- apoptotische Proteine 
verschlüsseln. 
Akt ist radioinduzierbar. Nach niedrig dosierter Radiatio hat die 
Phosphorylierung von Akt ihren Höhepunkt nach 6h. Es scheint als hätte die 
radio- induzierte Aktivierung von Raf und Akt protektive Wirkung gegen den 
Zelltod. Akt wirkt antiapoptotisch (Kim et al. 2007). 
Der Beweis, dass Akt EMT induziert wurde in einer Studie mit Zellreihen aus 
Plattenepithelkarzinomen erbracht (Grille et al. 2003).  
Die Akt- induzierte EMT beinhaltet den Verlust der interzellulären Adhäsion, 
Veränderungen in der Morphologie, den Verlust apiko- basolateraler 
Zellpolarisation, die Induktion der Zellmotilität, eine Verminderung der 
Zellmatrixadhäsion und Veränderungen der Produktion und Verteilung 
spezifischer Proteine. Akt induziert ebenso die Produktion von 
Metalloproteinasen und die Zellinvasion (Kim et al. 2001, Park et al. 2001). 
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Laut einer aktuellen Studie hat Akt doppelten profibrotischen Effekt. Es 
begünstigt die Kollagensynthese und lässt die Degradation über die 
Herunterregulation von MMP1  absinken. Bewiesen wurde dies durch die 
Blockade von Akt in Sklerodermie- Fibroblasten. Die Akt Blockade führte zur 
Inhibition von TypI Kollagen, zur Hochregulation der MMP1- Produktion und 
zur Umkehr des inhibitorischen Effektes von TGFbeta auf MMP1 (Bujor et al. 
2008). 
Es existieren drei Akt-Isoformen: Akt 1-3. Sie sind strukturell homolog und 
teilen den gleichen Aktivierungsmechanismus, aber sie weisen deutlich 
verschiedene Eigenschaften auf. Akt 1 und 2 werden ubiquitär exprimiert, 
während über Akt 3 berichtet wird, die Expression sei auf bestimmte Gewebe 
begrenzt (Yang et al. 2003). Aufkommende Beweise unterstützen die 
Anschauung, das die Akt- Isoformen in normalen Zellen, wie auch in 
Tumorzellen verschiedene Funktionen inne haben.  
Studien mit isoform- defizienten Mäusen unterstreichen die Funktionen von 
Akt 1 und 2. So sind Akt1-/- Mäuse klein mit signifikanten Wachstumsdefekten, 
und Akt2-/- Mäuse sind nicht in der Lage ihre Glukosehomöostase aufrecht zu 
erhalten (Cho et al. 2001). 
Akt 2 kann auch im Zusammenhang mit dem Insulin- stimulierten 
Glukosemetabolismus genannt werden. Dies wurde in Studien mit Akt 2-/-  
Mausembryofibroblasten belegt (Bae et al. 2003, Jiang et al. 2003). 
Der Verlust oder die Herunterregulation von Akt 2 beeinträchtigt die 
Phosphorylierung der Glycogen-Synthase-Kinase 3α und die Translokation 
des Glukosetransporters 4 deutlicher als die Herunterregulation von Akt 1. 
Jedoch resultiert die kombinierte Herunterregulation von Akt 1 und 2 in 
schwerwiegenderen Defekten. 
Weitere isoform- spezifische Funktionen von Akt wurden in einer Studie 
anhand von IGF-1R stimulierten Epithelzellen entdeckt. Während die 
Herunterregulation von Akt 2 alle erwarteten Aspekte einer IGF-1R- 
induzierten Phänotypveränderung aufwies, wurde bei einer spezifischen 
Herunterregulation von Akt1 eine dramatische Phänotypveränderung, ähnlich 
der EMT, und erhöhte wachstumsfaktor- induzierte Motilität gefunden. Diese 
Phänotypveränderungen sind mit einer Hochregulation des Signalweges 
ERK/MAPK assoziiert. Interessanterweise setzt die EMT- ähnliche 
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Morphologieveränderung, während Herunterregulation von Akt 1, die 
Expression von Akt 2 voraus. Diese isoform- spezifischen Effekte sind 
wahrscheinlich Kreuzregulationen mit anderen Signalwegen geschuldet (Irie et 
al. 2005). 
 
2.2.5. EMT, Wundheilung und Fibrose 
 
Bedingt durch präoperative Gewebeschädigung, durch Radiatio oder 
Stoffwechselerkrankungen, gerät die physiologische EMT während der 
Wundheilung außer Kontrolle. Es treten häufig fibrotische Veränderungen auf, 
die zu Wundheilungsstörungen führen oder eine Heilung unmöglich machen. 
Der Hauptunterschied zwischen dem physiologischen Vorgang der 
Entwicklung und dem pathologischen Prozess ist, das während der 
Entwicklung zelluläre und molekulare Ereignisse einem  zeitlich und räumlich 
streng regulierten Plan unterliegen, die Transformation aber keiner Ordnung 
unterlegen ist. 
Alle fibrotischen Funktionsstörungen haben einen persistierenden Reiz 
gemeinsam, der die Produktion von Wachstumsfaktoren, proteolytischer 
Enzyme, angiogenetischer Faktoren und fibrogenetische Zytokine unterhält. 
So wird die Deposition konnektiver Gewebeelemente stimuliert, die zum 
progressiven Umbau und zur Zerstörung der normalen Gewebearchitektur 
führt (Friedman 2004, Tomasek et al. 2002, Wynn 2007). 
TGFbeta als gutuntersuchter Regulator der  ECM- Synthese ist eng verknüpft 
mit der Entstehung einer Fibrose innerhalb vieler Erkrankungen (Border et al. 
1992, Clouthier et al. 1997, Sato et al. 2003, Sime et al. 1997).Es existieren 
drei Isotypen von TGFbeta. TGFbeta 1, 2 und 3 sind biologisch ähnlich aktiv, 
aber die Gewebefibrose wird TGFbeta 1 zugeschrieben, dessen zelluläre 
Quelle zirkulierende Monocyten und Gewebemakrophagen sind. Einmal 
aktiviert signalisiert TGFbeta über Transmembranrezeptoren. Diese lösen die 
Aktivierung zwischengeschalteter Signalglieder, die als Smads bekannt sind, 
aus. Dieser Mechanismus moduliert die Transkription wichtiger Zielgene, wie 
Prokollagen I und III(Roberts et al. 2003). 
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Die Reduktion der radioinduzierten  dermalen Fibrose (Flanders et al. 2002) in 
Smad3- defizienten Mäusen belegt die wichtige Rolle des TGFbeta- 
Signalweges in diesem Zusammenhang. 
Der bisherige therapeutische Ansatz wurde durch exogene  Antagonisierung 
von TGFbeta beziehungsweise der nachgeschalteten Smad- Proteine geprägt. 
In der Wundheilung, besonders nach Bestrahlung konnte die angestrebte 
antifibrotische Wirkung nicht erzielt werden. Die Ursachensuche ergab, das 
TGFbeta nicht der alleinige Promotor von EMT und Fibrose ist. Akt, auch 
nachgeschalteter Effektor von TGFbeta im Rahmen der EMT, übernimmt 
selbst eine wichtige Schlüsselrolle. Wie gezeigt wurde, existieren multiple 
Einflussmöglichkeiten auf Akt. Diese alternativen Aktivierungswege existieren 
trotz Antagonisierung von TGFbeta weiter und könnten für die 
Fibroseprogression verantwortlich sein. 
Darüber hinaus ist Akt radioinduzierbar. Nach niedrig dosierter Radiatio hat 
die Phosphorylierung von Akt ihren Höhepunkt nach 6h. Es scheint als hätte 
die radio-induzierte Aktivierung von Raf und Akt protektive Wirkung gegen den 
Zelltod. Akt wirkt antiapoptotisch (Kim et al. 2007). 
Fibrose tritt auf, wenn die Neusynthese von Kollagen durch Myofibroblasten, 
die Abbaurate übersteigt und somit der Gesamtumfang an kollagenen Fasern 
über die Zeit ansteigt. 
Myofibroblasten sind wiederum der zelluläre Schlüsselmediator der Fibrose, 
da sie als primäre Kollagen- produzierende Zellen agieren (Kumar 2005). 
Aktuell wird beschrieben das Myofibroblasten aus multiplen Quellen stammen 
(Quan et al., 2006). Zusätzlich zu residenten Mesenchymzellen, leiten sich 
Myofibroblasten von Knochenmarksstammzellen ab (Bucala et al. 1994). 
Darüber hinaus stammen Myofibroblasten von Epithelzellen ab, die den 
Prozess der Epithelial- Mesenchymalen Transition durchlaufen (Quan et al., 
2006; Willis et al. 2006, Zeisberg et al. 2007). Diese bereits bekannten 
Tatsachen lassen auf ein komplexes Zusammenspiel unterschiedlichster 
Einflussfaktoren schließen und ordnen die Wundheilung in ein Netzwerk 
zellulärer und molekularer Mechanismen ein. 
TGFbeta und Akt scheinen eine wichtige Rolle in der Regulation von EMT und 
Wundheilung einzunehmen. Beide Faktoren werden jedoch durch 
neoadjuvante Radiatio beeinflusst und in ihrer physiologischen Funktion 
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beeinträchtigt. In der Folge entstehen fibrotische Wundheilungsstörungen, die 
den Therapieerfolg minimieren. 
Nun soll untersucht werden, ob bei gezielter Beeinflussung von TGFbeta 
während der Wundheilung auch der eben nicht ausschließlich TGFbeta- 


































3. Ziele der Arbeit- Fragestellung 
 
1 Etablierung der Methode zum Nachweis von phosphoryliertem Akt  
Im Rahmen der Dissertation soll im vorliegenden Material p- Akt 
nachgewiesen werden. Akt ist nur im phosphorylierten Zustand aktiv. Deshalb 
ist es unerlässlich phosphoryliertes Akt nachzuweisen. Die verfügbaren 
Antikörper für phospho- Akt sind aber für immunhistochemische 
Untersuchungen nicht geeignet. Somit ist die semiquantitative Bestimmung 
von Akt mittels Westernblot die einzige Nachweismöglichkeit. 
 
2 Vergleichende, semiquantitative Bestimmung von aktiviertem Akt 
in bestrahltem und unbestrahltem Gewebe mittels Westernblot zur 
Evaluierung neuer antifibrotischer Therapieprinzipien zur Optimierung der 
Einheilung freier Transplantate im vorbestrahlten Lager 
 




























4. Material und Methoden 
4.1. Tiermodell 
Bei Wistar-Ratten (220-350g) wurde 4 Wochen nach präoperativer 
Bestrahlung der Halsregion mit 40 Gy (16 Tiere), und ohne Vorbestrahlung (16 
Tiere) ein freier myokutaner Gracilislappen von der Leiste in den Halsbereich 
verpflanzt. Bei 16 Tieren wurde eine Bestrahlung mit  4 x 10 Gy vorgenommen 
und damit ein ersatzschwaches Lager erzeugt. Bei 8 bestrahlten Tieren 
erfolgte vom 1.-7. Tag nach Transplantation die Applikation von anti-TGF-1 in 
das übergangsnahe Transplantatlager. 
Durch spindelförmige Exzision wurde das Probenmaterial am 0., 3., 14. und 























Abb.6: Entnahme und Verpflanzung des freien myokutanen  Gracilislappen von der 














5   Transplantat 
6   Transplantatlager 
7   A. femoralis (Transplantatarterie) 
8   A. carotis communis 
(Anschlußarterie) 
9   V. femoralis (Transplantatvene) 
10 V. jugularis  (Anschlußvene) 
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Bei Dissertationsbeginn lag das zu untersuchende Material, schockgefroren 
und bei  -80°C asserviert, vor. Da die geplante proteinchemische 
Nachweisreaktion nicht denaturiertes Protein voraussetzt, wurde die Kühlkette 
ohne Unterbrechung bis unmittelbar vor die Lyse strikt eingehalten. 
 
4.2. Etablierung der Nachweismethode 
Im Rahmen der Dissertation soll im vorliegenden Material p- Akt 
nachgewiesen werden. Wie beschrieben ist Akt im Zytoplasma von Zellen 
multipler Gewebe zu finden. Doch die Anwesenheit von Akt lässt keine 
Aussage über dessen Aktivierungsgrad zu. Akt ist nur im phosphorylierten 
Zustand aktiv. Deshalb ist es unerlässlich phosphoryliertes Akt nachzuweisen. 
Aufgrund der Fragilität von p-Akt ist äußerste Präzision bei der Aufarbeitung 
der Proben erforderlich, um eine Verfälschung des Ergebnisses zu vermeiden 
und den Erhalt der aktivierten Form zu garantieren. 
Ein spezifischer Antikörper zur Detektion ist erforderlich. 
Entsprechend den Voraussetzungen der Arbeitsgemeinschaft und der 
Nichtverfügbarkeit eines Antikörpers für immunhistochemische 
Untersuchungen, ist die semiquantitative Bestimmung von Akt mittels 
Westernblot die einzige Nachweismöglichkeit. 
 
4.3. Immunoblot- Analyse 
Zur semiquantitativen Expressionsanalyse von phospho- Akt wurde die 
Methode des konventionellen Immuno- Blots (Western- Blot) angewendet 
(Towbin et al. 1979). Dabei lassen sich Proteine unterschiedlicher Größe im 
elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht auftrennen. 
Nach gelelektrophoretischer Auftrennung des lysierten Proteingemisches 
erfolgte die Nachweisreaktion über spezifische Primärantikörperbindung. Nach 
Bindung eines antigenspezifischen, unmarkierten Primärantikörpers erfolgt die 
Detektion mit einem speziesspezifischen, markierten Antikörper. Dieser 
Sekundärantikörper bindet an den konstanten Teil des an das Protein 
gebundenen Primärantikörpers. Die Visualisierung der spezifischen 
Proteinbindung  erfolgte dann durch an den Sekundärantikörper gekoppelte 
Enzyme, Chemoluminesenzfarbstoffe oder auch radioaktive Marker. 
Es stehen verschiedene Verstärkersysteme zur Verfügung. 
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ABC- Methode 
In diesem Fall erfolgte der Nachweis mit Hilfe der Avidin- Biotin- Peroxidase- 
Komplex-(ABCPOX)- Methode (Lloyd et al. 1985). Hierbei wird die Affinität von 
Biotin zu Avidin genutzt. Nachdem die Bindung des spezifischen 
Primärantikörpers an das nachzuweisende Epitop erfolgt ist, wird ein biotin- 
markierter Sekundärantikörper eingesetzt, der spezifisch für die Bindung an 
den Primärantikörper ist. Anschließend erfolgt die Inkubation mit dem Avidin- 
Biotin- Peroxidase- Komplex. 
Ein Molekül Avidin kann drei Moleküle Biotin binden und steht somit zur 
Bindung sowohl der biotinmarkierten Sekundärantikörper als auch der 
biotinmarkierten Meerettichperoxidasemoleküle zur Verfügung. Es kommt zur 
Komplexbildung mit Konzentration mehrerer Peroxidasemoleküle am 
Sekundärantikörper (Abb.7) 
In der chromogenen Nachweisreaktion wird an der durch den 
Sekundärantikörper markierten Stelle ein Farbsubstrat enzymatisch 
(Meerettichperoxidase) umgesetzt. Durch die Lokalisation der Farbreaktion 
wird das gesuchte Antigen repräsentiert. 
prim. Antikörper
sek. Antikörper






Abb.7 : Schemazeichnung der Avidin- Biotin- Meerettichperoxidase- Methode 
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Detektiert wurde mit einem konventionellen Chemolumineszenz- 
Nachweissystem. 
Zur quantitativen Vergleichbarkeit der Zytokin- Expression wurde von jeder 
Probe die gleiche Proteinmenge eingesetzt und dieses durch α-Tubulin- 
Expressionsnachweis bei jedem Blot (houskeeping- Gene) als normalisierte 
Proteinratio (Schultze-Mosgau et al. 2006) verifiziert. 
 
Immunoblot- Protokoll 
Die geplanten proteinchemischen Nachweisreaktionen setzen nicht 
denaturiertes Protein voraus, daher wurden die diesbezüglich vorgesehenen 
Proben bis unmittelbar vor die Lyse strikt bei -80°C ohne Unterbrechung der 
Kühlkette asserviert. 
Von jeder Gewebeprobe wurden am Cryostaten (CH 30505, Leica, 
Deutschland) circa fünfzig 20 µm Gewebeschnitte, in Abhängigkeit von der 
Größe des vorhandenen Gewebes, angefertigt. Diese wurden anschließend in 
je 100µl Lysepuffer (1000µl 5xLyse-Puffer-Stock, Fa. Roth; 200µl 25x 
Protease- Inhibitor- Complete- Stock, Fa. Roche; 50µl 1mM PMSF, Fa.Roche; 
25µl 1mM Na-Orthovanadat; 125µl 5mM NaF; 3600µl Aqua bidest.) gegeben.  
Nach einem 15-minütigen Ultraschallbad (ULTRAsonik, NDI) erfolgt die 
weitere Proteindissoziation 40 Minuten in Eiswasser. Anschließend werden die 
lysierten Gewebeproben für 5 Minuten bei 13000U/min zentrifugiert. 
Die Protein-Konzentrationen wurden anschließend im Protein- Assay bestimmt 
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). 
Das lysierte Protein wurde jeweils zu 15 µg je Kammer in der 
Gelelektrophorese eingesetzt (4-12% Polyacrylamid-Gel, Invitrogen, 
Karlsruhe, Deutschland) und aufgetrennt, wobei jede Gewebeprobe mit je 
6,25l Ladepuffer (NuPAGE LDS Sample Buffer 4x, Invitrogen) und 2,5l 
Reducing Agens (NuPAGE Sample Reducing Agent 10x, Invitrogen) versetzt 
wurde. Parallel zu den Proben wurde ein vorgefärbter 
Molekularmassenmarker (See Blue Prestained Standard 1x, Invitrogen) 
aufgetragen. Nach Befüllen der Elektrophorese- Kammer (Novex Mini Cell, 
Invitrogen) mit Laufpuffer (NuPAGE MES SDS Running Buffer 20x, Invitrogen) 
erfolgte der Gel- Lauf bei 200Volt in 35 Minuten. Es schließt sich der 
Elektroblot  bei 30 Volt auf eine Transfermembran (Nitrozellulose-Membran, 
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Invitrogen) an. Die Membran wird anschließend in Blockierlösung 30 min 
inkubiert (TBS: 5% Magermilchpulver, 0,1 % Tween 20, Merck). Es folgt die 
Inkubation mit dem spezifischen Primärantikörper (Phospho-
Akt(Thr308)(244F9)Rabbit mAb, Cell Signaling Technology) mit einer 
Verdünnung von 1:1000 in oben genannter Blockierlösung 12 h bei 4°C unter 
kontinuierlicher Bewegung. 
Es folgte die Inkubation mit biotinyliertem Sekundärantikörper (Polyclonal Goat 
Anti- Rabbit Immunoglobulins/Biotinylated, Dako, Dänemark) wiederum in 
einer Konzentration von 1:1000 für eine Stunde. Nach 30 minütiger Inkubation 
mit AB-Komplex/ Meerettichperoxidase (ABComplex/HRP, Dako, Dänemark) 
wurde die Farbreaktion mit dem Chemolumineszenzsystem ECL (ECL, 
Amersham Pharmarcia, Freiburg, Deutschland) entwickelt. 
Als Ladekontrolle zur Bestätigung gleicher Proteinkonzentrationen in jedem 
Blot und um die quantitative Vergleichbarkeit der Resultate zu gewährleisten, 
wurde α-Tubulin unter Verwendung der in Tabelle 1 und 2 genannten 
Antikörper jeweils bestimmt und detektiert. 
Tab. 1 Verwendete Primärantikörper 
VerwendetePrimärantikörper       
gesuchtes Protein Antikörper Verdünnung Hersteller 
Phospho- Akt Kaninchen 1:1000 
Cell 
Signaling 
  anti- Ratte     
  Phospho Akt     
α-Tubulin Ratte anti- 1:1000 Serotec 
  
Ratte α-
Tubulin     
        
 
Tab. 2: Verwendete Sekundärantikörper 
Verwendete Sekundärantikörper     
gesuchtes Protein Spezies Antikörper Verdünnung Hersteller 
Phospho- Akt Ziege Anti-        1:500 Dako 
    Kaninchen-IgG     
    biotinyliert     
α-Tubulin Kaninchen Anti-Ratte 1:500 AbD 
    IgG:HRP   Serotec 
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5. Ergebnisse 
5.1. Semiquantitative Immunoblot- Analyse 
5.1.1. Expression phospho- Akt 
 
Die quantitative Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist durch die normalisierte 
Proteinratio, bezogen auf α- Tubulin, gewährleistet. Sie zeigt die gleiche 
Proteinbeladung bei allen durchgeführten Messungen und damit die gleiche 
Gesamtproteinmenge. 
 
In den unbestrahlten Gewebeproben ist am 0. Tag keine Beeinträchtigung der  






       
60 kDa-  p- Akt 
49 kDa-  α- Tubulin 
 
 
Abb.8: p-Akt- Expression 0. Tag, unbestrahltes Bein 



















































60 kDa-  p- Akt 
49 kDa-  α- Tubulin 
 
 
Abb. 9:  p-Akt- Expression 0. Tag, bestrahltes Lager 
            Normalisierte Proteinratio α- Tubulin 
 
Am 3. postoperativen Tag kann bei den präoperativ bestrahlten Proben eine 









60 kDa-  p- Akt 
49 kDa-  α- Tubulin 
 
 
Abb. 10: p-Akt- Expression 3. Tag, bestrahltes Lager 















































Die durch anti- TGFbeta behandelten Proben zeigen keinen 
Expressionsunterschied für phospho- Akt am 3. postoperativen Tag, im 








60 kDa-  p- Akt 
49 kDa-  α- Tubulin 
 
 
Abb. 11: p-Akt- Expression 3. Tag, bestrahlter Übergang, anti- TGFbeta 




















































Am 14. postoperativen Tag ist zwischen den unbestrahlten und bestrahlten 
Proben zu unterscheiden. 
In der unbestrahlten Probe vom Bein ist keine phospho- Akt Expression mehr 
zu verzeichnen.  
Dahingegen ist die p- Akt Expression in den bestrahlten Proben von Hals und 
Lager unverändert hoch. 
 
 
60 kDa-  p- Akt 
49 kDa-  α- Tubulin 
 
 
Abb. 12: p-Akt- Expression 14. Tag, unbestrahltes Bein, bestrahltes Lager, bestrahlter  
   Hals 













































Am 28. postoperativen Tag ist die bestrahlte Probe im Zeitverlauf zu 
betrachten. Auch hier wird p- Akt immer noch exprimiert. Und auch hier hat 







60 kDa-  p- Akt 
49 kDa-  α- Tubulin 
 
 
Abb. 13: p-Akt- Expression 28. Tag,  bestrahlter Hals, bestrahltes Lager, 
  anti-TGFbeta 

























































6.1. Diskussion Tiermodell 
Die Verfügbarkeit einer breiten Palette polyklonaler Antikörper zur Detektion 
von Zytokinen und ECM- Komponenten erweist sich als Vorteil der 
Verwendung des Tiemodells der Ratte. Darüber hinaus stellt die Ratte ein 
etabliertes Modell für die Untersuchung der Einheilung von 
Weichgewebetransplantaten in unbestrahltem und bestrahltem Gewebe dar 
(Kostakoglu et al. 1997). 
Ausgangspunkt für die eigenen Arbeiten war das von Schultze-Mosgau et al. 
etablierte Lappenmodell und die daran durchgeführten Untersuchungen zur 
Vaskularisation im bestrahlten Transplantatlager (Schultze-Mosgau et al. 
2001). Die Arbeiten von Karl und Tilgner zeigten eine Vergleichbarkeit der 
Einheilungsvorgänge von freien Transplantaten bei Ratte und Mensch (Karl et 
al. 1978, Tilgner et al. 1989). Biologische und strukturelle Veränderungen von 
Haut und intestinalen Organen nach experimenteller Bestrahlung von Ratten 
sind durch Untersuchungen belegt (Aitasalo et al. 1992, Hauer-Jensen et al. 
1988). Etabliert sind dabei Gesamtreferenzdosen bei Nagetieren von 30-50 
Gy (Stmad et al. 1996, 1997). Die zu Beginn der vorliegenden Arbeit 
eingesetzte Gesamtreferenzdosis von 30 Gy bei der Ratte ist nach TDF-
Modell (time- dose- fractionation) einer klinischen Gesamtreferenzdosis von 
58,21 Gy äquivalent, bzw. 68,51 Gy nach dem LQ- Modell 
(Linearquadratisches Modell). 
Bei der Interpretation der experimentellen Ergebnisse sollte beachtet werden, 
dass die Stoffwechselrate der Ratte im Vergleich zum Menschen um den 
Faktor 4- 6 erhöht ist. Folglich ist die Übertragbarkeit der experimentellen 
Ergebnisse insbesondere hinsichtlich der zeitlichen Korrelation von 
Bestrahlung, folgender Weichgewebetransplantation und der auftretenden 
biologischen Gewebeveränderungen eingeschränkt. 
 
6.2. Diskussion Methode 
Akt als Transkriptionsfaktor muß in der aktivierten, also phosphorylierten Form 
nachgewiesen werden, da die Anwesenheit von Akt allein keinen Aufschluss 
über dessen Aktivierungszustand liefert. Die verfügbaren Antikörper für 
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phospho- Akt sind aber nicht für immunhistochemische Untersuchungen 
geeignet, die bereits in der Arbeitsgruppe etabliert sind. Der 
immunhistochemische Nachweis wurde bisher von nur einer Arbeitsgruppe 
beschrieben (Richter et al. 2005). Der Nachweis kann nicht nachvollzogen 
werden, da der verwendete Antikörper nicht mehr verfügbar ist. Somit ist die 
semiquantitative Bestimmung von Akt mittels Westernblot die einzige 
Nachweismöglichkeit. Die Etablierung der Methode war Gegenstand der 
Arbeit. 
 
6.3. Diskussion Ergebnisse 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, das Radiatio vermehrte 
Expression von p- Akt induziert. Die schon bekannte Radioinduzierbarkeit der 
Akt- Aktivierung und damit verbundener Phosphorylierung (Kim et al. 2007) 
konnte anhand der eigenen Untersuchungen bestätigt werden. 
Die Antagonisierung von TGFbeta scheint keinen Einfluß auf die p- Akt- 
Expression am 3. postoperativen Tag zu haben, obwohl bereits bekannt ist, 
das anti- TGFbeta, die in die Signalkaskade von TGFbeta involvierten Smad- 
Proteine am 3. Tag hemmt (Schultze-Mosgau et al. 2006). Anti- TGFbeta wird 
eingesetzt, um die, die Heilung negativ beeinträchtigende Fibrose zu mindern 
beziehungsweise zu eliminieren.  
TGFbeta induziert die epithelial- mesenchymale Transition (Derynck und 
Zhang 2003, Miettinen et al. 1994, Okada et al. 1997). Dieser Mechanismus 
liegt der Fibrose zugrunde, da während des Prozesses fibroseverantwortliche 
Myofibroblasten (Wynn 2008)generiert werden (Kalluri und Neilson 2003). Der 
angewandte Therapieansatz ist nicht erfolgreich.  Die fibrotische Entartung 
des Gewebes wurde aufrechterhalten. Bekannt ist, das Fibrose auch 
TGFbeta- unabhängig möglich ist (Ma et al. 2003). Hier wird Akt eine Rolle 
zugesprochen, da es nicht durch die Modulation der Smad- Proteine 
beeinflussbar ist, wie in den eigenen Untersuchungen gezeigt wurde. Des 
Weiteren ist Akt ein potenter Stimulator der EMT (Grille et al. 2003), die auch 
für die Entstehung kollagen- produzierender Myofibroblasten verantwortlich ist. 
Myofibroblasten sind die zellulären Schlüsselmediatoren der Fibrose. Deshalb 
kann vermutet werden, dass Akt die Fibrosierung vorbestrahlter Wundareale, 
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trotz Antagonisierung von TGFbeta, unterhält. Hinzu kommt die ohnehin 
erhöhte Expression von p- akt nach Bestrahlung (Tan et al. 2006). 
TGFbeta ist ein zentraler Mediator der Kollagendeposition und ein 
Hauptakteur der Fibrose. Es gibt Beweise das PI3K/AKT zum einen TGFbeta 
nachgeschaltet aktiviert werden kann. Zum anderen wurde auch eine direkte 
Interaktion von TGFbeta-Rezeptorkomplex und PI3K gezeigt (Wilkes et al. 
2005, Yi et al. 2005). Darüberhinaus hat eine Studie gezeigt das in 
Fibroblasten die PI3K- Aktivierung in Reaktion auf TGFbeta die Smad2/3- 
Phosphorylierung, nukleäre Translokation und Transkriptionsaktivität nicht 
beeinflusst (Wilkes et al. 2005). Durch die Untersuchungen von Bujor et al. 
2008 wurde bestätigt, das  in humanen dermalen Fibroblasten die Smad2/3- 
Aktivierung durch Inhibierung von Akt nicht beeinflusst wird. Obwohl in 
vorangegangenen Studien berichtet wurde, das PI3K in die TGfbeta-
Regulation der Kollagen- Gen- Expression involviert ist, wurde in oben 
genannter Studie bewiesen, das die Blockade von Akt der TGFbeta- Kollagen- 
Induktion nicht vorbeugen konnte. Dabei ist nahe liegend, dass die TGFbeta-
Effekte bezüglich Kollagenproduktion durch Aktivierung verschiedener PI3K- 
Effektoren übermittelt werden. Während die Blockade der Komponenten des 
PI3K- Netzwerkes zum Rückgang der Kollagendeposition durch Fibroblasten 
führt, sind wieder verschiedene zelluläre Mechanismen in die Übertragung 
dieses Effekts involviert. 
 
Zum nächsten Untersuchungszeitpunkt, dem 14. postoperativen Tag, sind 
wieder signifikante Unterschiede zwischen bestrahlten und unbestrahlten 
Proben zu erkennen. Die Gewebeproben der unbestrahlten Donorregion 
zeigen keine dauerhafte Expression von p- Akt. Dies kann mit dem Ablauf der 
normalen Wundheilung erklärt werden. 
Im bestrahlten Lager dagegen ist die Expression unverändert hoch. Dies ist 
auch zu diesem Zeitpunkt noch mit der Radioinduktion der Akt- Expression zu 
erklären. 
Doch auch an dieser Stelle der Probenentnahme befindet sich die 
Wundheilung im gleichen Stadium, wie im unbestrahlten Gewebe. Die 
Remodellingphase ist dafür zuständig, das instabile Granulationsgewebe in 
stabiles Kollagen umzuwandeln, das der späteren Narbe ausreichend 
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Festigkeit gibt, den entstandenen Defekt adäquat zu decken. Für die 
Entstehung von Kollagen sind Fibroblasten verantwortlich, die in dieser Phase 
der Wundheilung physiologisch der EMT unterliegen. 
In den vorbestrahlten Regionen wird die Wundheilung aber durch die 
Anwesenheit von Akt gestört. Die EMT entgleist. Akt wirkt zeitgleich als 
Promotor der EMT (Grille et al. 2003) und fördert dadurch die Entstehung von 
Myofibroblasten, andererseits wirkt es antiapoptotisch (Kim et al. 2007). 
Dieses Zusammenspiel führt zur pathologischen Vermehrung von 
Bindegewebe im Wundareal. Kennzeichnend ist die exzessive Deposition von 
extrazellulären Matrixkomponenten, Kollagen eingeschlossen. Während des 
Vorgangs verhärtet sich das Gewebe des betroffenen Organs und es 
entstehen narbige Veränderungen. Im fortgeschrittenen Stadium kann die 
Fibrosierung zur Einschränkung der Funktionalität führen. Da die durch Akt 
hervorgerufene Fibrose eine Folge der präoperativen Bestrahlung ist, spricht 
man von Stahlenfibrose. 
Beim Vergleich der Gewebeproben vom 28. Tag kann man feststellen, dass 
Akt in den bestrahlten Proben weiterhin exprimiert wird. Auch hier ist keine 
Expressionsminderung durch anti- TGFbeta- Behandlung festzustellen. 
Daraus lässt sich schließen, das anti- TGFbeta nicht in der Lage ist die Akt- 
Expression zu reduzieren. 
Anti- TGFbeta scheint partiell wirksam zu sein, aber eine Fibrosierung kann 




















In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von phospho- Akt unter den 
Bedingungen der physiologischen Wundheilung, der durch präoperative 
Bestrahlung und präoperative Bestrahlung und anti- TGFbeta- Behandlung 
modifizierten Wundheilung betrachtet. Es ist ersichtlich, das p- Akt unter 
physiologischen Bedingungen, abhängig von den Wundheilungsstadien 
exprimiert wird. Es hat Anteil an der EMT, die in der Remodelling- Phase 
auftritt, um Granulationgewebe in eine stabile Narbe zu transformieren. 
Die postulierte Expressionsinduktion von p- Akt konnte anhand des eigenen 
Probenmaterials bewiesen werden. 
Die Antagonisierung von TGFbeta zur Fibrosereduktion hatte keinen Einfluss 
auf die Expression von Akt. Dies weist darauf hin, das die Aktivierung von Akt 
nicht zwingend TGFbeta –abhängig ist. 
Akt liegt unter Berücksichtigung der Ergebnisse dieser Arbeit nicht im 
Einflussbereich dieses Therapieansatzes. Möglicherweise ist eine 
Antagonisierung von Akt ein effektiveres Mittel zur antifibrotischen Therapie im 
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